










学位申請論文「Nanomechanicalproperties and molecular structures of in vitro 
mineralized tissues on anodically oxidized titanium surfaces. Jについて，上記の主
査 l名，話lj査2名が個別に審査を行った．
［目的］チタンインプラントと生体の界面に新生される石灰化組織の物理的特性は，インプ
ラント治療の予後にE重要であると考えられる．放電陽極酸化処理チタンは，表面に接着した
骨芽細胞の遺伝子発現と石灰化を促進することが報告されてきた．本研究では塩化ナトリウ
ム溶液およびリン駿二水素ナトリウム溶液中で放電陽極酸化処理したチタン表面で骨芽細胞
を培養した後，石灰化組織の物理的評価と分子構造解析を行った．
［方法］チタンプレートに塩化ナトリウム溶液，あるいはリン酸二水素ナトリウム溶液中で
それぞれ60秒間放電陽極酸化処理を行った チタンサンプルはX線回折， X線光電子分光分
析，共焦点レーザ）顕微鏡で表面構造や化学構造を測定した．チタンサンプル表面に，新生
ddYマウス頭蓋骨から採取した骨芽細胞を搭種し，培養 1週間後，リアルタイム PCR法によ
り石灰化マーカー遺伝子の発現を測定した 培養二週間後，チタンサンプル上に析出した石
灰化組織の硬さ・弾性係数をナノインデンテーション法により測定した．また石灰化組織の
分子構造解析を顕微レーザ｝ラマン分光分析によって評価した．
［結果］放電陽極酸化チタン表面にはアナターゼ型の二酸化チタンが検出された．塩化ナト
リウム溶液中で処理したチタン表面では次亜塩素酸が，またリン酸二水素ナトリウム溶液中
で処理したチタンサンフ。ル表面ではヒドロキシラジカノレが発生する目放電陽極酸化処理チタ
ン表面では，培養骨芽細胞の石灰化マーカー遺伝子発現が上昇した．日ン酸二水素ナトリウ
ム溶液中で処理したチタンでは，石灰化組織の硬さ・弾性係数が最も高く，骨や象牙質と近
似した値が得られた 放電陽極酸化処理チタン表面の石灰化組織はどちらも骨様の分子構造
を示したが， リン酸二水素ナトリウム溶液中で処理したチタンではラマンスベクトルの微分
解析により，マトリクス架橋が向上していることが明らかとなった．
｛結論］リン酸二水素ナトリウム溶液中で放電陽極酸化処理したチタン表面では，骨芽細胞
の石灰化マーカ｝遺伝子の上昇とヒドロキシラジカルによるマトリクスタンパクの架橋によ
り，物理的特性に優れた石灰化組織を表面に析出する 石灰化組織は無機アパタイトと有機
マトリクスタンパクとの複合材料であり，遺伝子発現上昇による骨基質産生と同時に架橋構
造促進による複合化が必要でーある． したがって，今後のインプラント基礎研究では遺伝子発
現だけでなく石灰化組織の理工学的評価が重要と考えられる．
本論文の審査にあたり面！J査から多くの質問があり，その一部と回答を以下に示寸
中村委員の質問とそれに対する回答：
1.リン酸二水素ナトリウム溶液中で放電陽極酸化処理による骨基質の架橋の向上はどのよう
な機序によって行われるのか．
（リン酸二水素ナトリウム溶液中で処理した表面では，ハイドロキシルラジカノレの発生が支
配的である．これらは塩化ナトリウム溶液中で処理したチタン表面で支配的は次亜塩素酸に
くらべてきわめて強い酸化作用をもっ．ラジカルの強い酸化作用は，骨芽細胞が産生した米
成熟のコラーゲン分子におけるリジン残基を除去し，これによって限害されているコラーゲ
ン分子架橋を向上させると考えられる．）
2.塩化ナトリワム及びリン酸二水素ナトリウム溶液中での放電陽極酸化処理が炎症や細胞死
の誘導を引き起こすことはないのか
（一般に活性酸素による細胞障害が，炎症や細胞死を誘導する可能性はある．一方，陽極酸
化処理チタン表面で発生するラジカル群は，チタン再表層でのみアクティブであり，タンパ
ク接着を介してチタン表面に定着する骨芽細胞に強い影響を与えない．また特にヒドロキシ
ラジカルは最終産物として局所の酸素濃度を上昇させ，骨芽細胞の酸化ストレスを減少させ
ることを報告している．）
山本委員の質問とそれに対する回答：
1.揚極酸化の機能は，口腔内においてどのくらいの期間有効であると考えられるか．
（陽極酸化チタンの機能は表面に析出した非結晶のアナターゼ型チタンに依存しており，時
間経過とともに結晶化は進行する このため加工直後からアナターゼ型チタンの結品化が完
了するまでの期間，すなわち数か月の間は少なくとも機能すると考えられる）
2目陽極酸化チタン表面は細胞接着と同様に歯石の沈着を促進する可能性は考えられるか．
（陽極酸化チタン表面は細胞接着と同様に培養溶液中で石灰化を促進する能力があり，これ
に伴って臨床的には歯石の沈着も予想、される．そのため通常のインプラントと同様に十分な
口腔ケアやメインテナンスが必要である．）
両委員共通の質問とそれに対する回答：
1.塩化ナトリウムおよびリン酸二水素ナトリウム溶液中で放電陽極酸化処理による骨形成量
の違いは何に起因するのか
(2種類の陽極酸化処理チタン表面はどちらも粗造面であり，積極的な差をもたらすとは考え
にくい．このため表面化学構造の違いが骨形成量に影響したと推察される．塩化ナトリウム
溶液中で処理したチタン表面ではヒドロキシラジカルに加えて次亜塩素酸が発生しており，
これらはどちらも親水性官能基の発生に寄与する，親水性官能墓は，チタン表面の細胞接着
性を著しく向上させ，その結果，骨形成量の違いがもたらされた可能性がある）
これらの試問に対する回答は，適切かっ明解であった また，美島委員は主査の立場から，
両副査の質問に対する回答の妥当性を確認した
以上の審査結果から，本論文を博士（歯学）の学位授与に値するものと判定した
